急性早幼粒细胞白血病(APL)是临床常见的一种急性白血病，全反式维甲酸(ATRA)是诱导APL缓解的主要药物，90%的APL患者通过ATRA治疗可获得完全缓解，但APL复发和ATRA耐药仍是困扰临床医师的主要难题，也是目前APL治疗方面研究的热点之一。有研究发现APL患者ATRA耐药与缺乏干扰素合成的一些蛋白质有关[@b1]，我们通过探讨IFN-α联合ATRA对APL细胞系NB4及ATRA耐药APL细胞系NB4-R1增殖和分化的影响，为治疗ATRA耐药的APL提供理论依据。

材料和方法 {#s1}
==========

1．细胞系及主要试剂：NB4、NB4-R1细胞系购自北京正四柏生物科技有限公司，ATRA及IFN-α由上海罗氏制药有限公司提供，CD11b/Mac-1-PE（50次检测）抗体购自美国BD公司。

2．细胞培养：NB4、NB4-R1细胞均用含10%灭活的胎牛血清、100 U/ml青霉素、100 U/ml链霉素的RPMI 1640培养液，置于37 °C、5 %CO~2~、饱和湿度的培养箱中培养，每3 d传代1次，取对数生长期细胞作为实验细胞。

3．MTT法检测细胞增殖抑制率：细胞以5×10^4^/ml的密度接种于96孔板，每孔100 µl。实验分为IFN-α组、ATRA组、IFN-α+ATRA组（调整NB4、NB4-R1细胞密度）、对照组，ATRA浓度为1×10^−6^ mol/ml，IFN-α浓度为1×10^−6^ U/ml，对照组加入100 µl培养基。加入适量培养基使每个实验孔容积为200 µl，每次实验设3个复孔，实验重复3次。分别在培养2、4、6、8、10 d加入MTT溶液(5 mg/ml)，孵育4 h。在酶联免疫检测仪波长490 nm处测量各孔的吸光度（*A*）值。$$细胞增殖抑制率（\% ） = \frac{A_{实验组} - A_{对照组}}{A_{对照组}} \times 100\%$$

4．流式细胞术检测细胞分化：细胞处理同细胞增殖检测实验，收集处理不同时间的细胞，以1×10^5^/ml细胞密度放置培养基中，加入PE-CD11b室温孵育15 min，PBS液清洗2遍，PBS缓冲液重悬，用流式细胞术检测。

5．细胞形态学观察：细胞处理同细胞增殖检测实验，电镜下观察细胞形态变化，并收集处理不同时间的细胞，弃去上清液，用胎牛血清重悬细胞，涂片，晾干，瑞氏染色后放置倒置显微镜下观察细胞核的变化、细胞质含量、核质比及核仁的变化。

6．统计学处理：数据用SPSS20.0软件处理，计量资料用*x*±*s*表示，多个相关样本均数比较采用方差分析，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．细胞形态学：培养4 d后，NB4、NB4-R1细胞IFN-α组和NB4-R1细胞ATRA组无明显形态改变，NB4、NB4-R1细胞IFN-α+ATRA组和NB4细胞ATRA组细胞形态变化明显，电镜下表现为细胞大小不一，明显畸形，瑞氏染色后表现为胞核减小、胞质增多，核质比减小，核仁消失。

2．细胞增殖：各用药组细胞增殖抑制率随培养时间延长逐渐升高，到第6天时接近平台期。第6天时，NB4细胞IFN-α、ATRA、IFN-α+ATRA用药组及对照组细胞增殖抑制率均数分别为25.4%、75.1%、80.1%和0，显示IFN-α、ATRA、IFN-α+ ATRA对NB4细胞有明显的增殖抑制作用（*P*\< 0.05)，IFN-α+ATRA抑制作用最强，ATRA其次，IFN-α最弱（*P*\<0.05）（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}）。NB4-R1细胞各用药组细胞增殖抑制率分别为22.4%、3.5%、50.6%，对照组为0。经IFN-α、IFN-α+ ATRA处理的NB4-R1细胞较对照组出现明显的增殖抑制（*P*\<0.05），IFN-α+ ATRA组抑制作用强于IFN-α组（*P*\< 0.05)，ATRA组和对照组比较差异无统计学意义（*P*\>0.05），IFN-α+ATRA抑制作用最强，IFN-α其次，ATRA最弱（*P*\< 0.05)（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。

![IFN-α联合全反式维甲酸（ATRA）对NB4细胞(A)和NB4-R1细胞(B)的增殖抑制作用\
1：IFN-α 1×10^−6^ U/ml；2：ATRA 1×10^−6^mol/ml；3：IFN-α 1×10^−6^ U/ml 联合ATRA 1×10^−6^mol/ml；4：对照组](cjh-36-02-166-g001){#figure1}

3．CD11b表达：随着细胞培养时间延长，CD11b表达率逐渐增加，第4天接近平台期。细胞培养第4天时，NB4细胞IFN-α、ATRA、IFN-α+ATRA用药组及对照组CD11b表达率分别为(15.6±0.1）%、(78.5±1.3）%、(93.7±0.9）%和(1.2± 0.2)%。各用药组CD11b表达较对照组明显增高（*P*\<0.05)，IFN-α+ ATRA组CD11b表达最强，ATRA组其次，IFN-α组最低（*P*\<0.05）。NB4-R1细胞各用药组CD11b表达率分别为(13.8±1.1）%、(5.2±0.8)%、(42.8±2.3)%，对照组为(3.2±0.6)%，ATRA组和对照组相比，差异无统计学意义（*P*\>0.05），IFN-α、IFN-α+ATRA组CD11b表达明显高于对照组（*P*\<0.05）；IFN-α+ATRA组CD11b表达明显高于IFN-α组（*P*\<0.05）。

讨论 {#s3}
====

从19世纪80年代，ATRA开始单药应用于APL治疗，随后联合多种化疗药物使APL患者治愈率高达80%\~90%[@b2]。95%的APL患者15号染色体PML（早幼粒白血病基因）与17号染色体上RARα（维甲酸受体基因）形成PML-RARα融合基因，该基因抑制细胞分化基因的转录，ATRA可以与RARα结合，诱导APL细胞向成熟分化，从而使疾病得到缓解。但是有一部分APL患者对ATRA治疗不敏感或很快产生耐药。对于这些患者的治疗，一直是临床上比较棘手的问题。

研究发现，诱导免疫细胞分泌的IFN-α，与细胞内转录子和转录激活子(STAT)2共同干扰肿瘤细胞存活，抑制血管形成，增加细胞毒性T淋巴细胞、自然杀伤细胞、巨噬细胞、树突细胞活性[@b3]。IFN-α尚能增加肿瘤相关抗原产生，引起特异性T淋巴细胞反应[@b4]。IFN-α抑制肿瘤细胞生长，一方面直接发生在细胞生命活动中，抑制细胞周期、促进凋亡和分化；另一方面激活免疫系统的T淋巴细胞或自然杀伤细胞，抑制血管生成或诱导细胞因子产生[@b5]。我们的研究结果显示，IFN-α对NB4、NB4-R1细胞产生明显的增殖抑制作用，而且与ATRA具有协同作用。

有学者发现，ATRA诱导APL细胞分化时，首先诱导IFN调节因子(IRF)1表达[@b6]，IRF1提高细胞内转录子和STAT2及IRF9蛋白水平，STAT2和IRF9复合物是调控维甲酸诱导基因G(RIG-G)表达的关键因子[@b7]，IFN-α诱导STAT2酪氨酸磷酸化，增加RIG-G基因表达，IFN-α与ATRA对RIG-G基因抗肿瘤发挥协同作用[@b6]。CD11b抗原是成熟髓细胞表面标志，我们通过流式细胞术检测发现，IFN-α不仅增强ATRA诱导NB4细胞分化，而且能诱导ATRA耐药的NB4-R1细胞发生分化，IFN-α与ATRA对APL细胞分化表现出明显的协同作用。
